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Figure  5.4.  B.  cereus  and  Acanthamoeba  at  1:10  ratio  in  10%  PYG media  after  23  hours.  Clumped 







Figure  5.6.  B.  cereus  spores  contained  within  amoeba  vacuoles  (red  arrow).  B.  cereus  and 
Acanthamoeba at a ratio of 10:1 after 2 hours of co‐incubation in 10% PYG at 22‐25°C  118 
 
Figure  5.7.  B.  thuringiensis  4Q7  attached  to  the  surface  of Acanthamoeba  and  growing  in  filaments 







Figure  5.9.  A.  an  unattached,  B.  thuringiensis  Q5  filament  free  in  the  media  (red  arrow).B.  B. 






























































cereus  spores  in  PBS  with  Acanthamoeba.  x  20  Magnification    C.  B.  cereus  spores  in  PBS  with 
Acanthamoeba supernatant. x 40 magnification.  143 
 




Figure  5.30.  B.  cereus  spore  uptake  of  the  untreated  amoebae  compared  to  treatment with  uptake 
inhibitors Cytovhalsin D, Methylamine and Cycloheximide.   147 
 
Figure 5.31. B.  cereus vegetative  cell uptake of  the untreated amoebae  compared  to  treatment with 
uptake inhibitors Cytovhalsin D, Methylamine and Cycloheximide.  148 
 
Figure  5.32.  Comparison  of  uptake  rates  of  B.  cereus  vegetative  cells  and  spores  of  the  untreated 
amoebae  compared  to  treated  amoebae  with  uptake  inhibitors  Cytovhalsin  D,  Methylamine  and 
Cycloheximide.  149 
 
Figure 8.1. Poster presented at  the Bacillus ACT 2007  conference.  "Development of a Relative Real  ‐ 











ACDP      Advisory Committee for Dangerous Pathogens 
ATP      adenosine triphosphate 
bp      base pairs   
°C      degrees centigrade 
CEPR      Centre for Emergency Preparedness and Response 
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 XIII
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may encounter  in their natural environment.  Inorganic polyphosphate has been  identified as 
an  important factor of stress and survival  in B. cereus. One of the aims of this project was to 
create  knock  out mutants  of  certain  enzymes  involved  in  polyphosphate metabolism  in  B. 
anthracis,  the  etiological  agent  of  anthrax. Unfortunately,  even  though  B.  anthracis  is  very 
closely  related  to  B.  cereus  and  despite  the  application  of  published methods  it  was  not 
possible to create these B. anthracis knockout mutants. In order to address the importance of 
inorganic polyphosphate  in B. anthracis, a real  time RT‐PCR assay was developed  to monitor 
the  mRNA  levels  of  these  enzymes  when  the  bacterium  is  faced  with  harsh  nutrient 
environments  Real  time  RT‐PCR  analysis  showed  that  mRNA  levels  of  the  metabolizing 
enzymes were upregulated in low nutrient conditions but that the profiles of gene expression 
were varied when grown in a chemically defined media.  
In addition to abiotic stresses such as  low nutrients, B. anthracis  is also  likely to face 
biotic stress such as predation by amoeba  in the soil. Investigations were performed  into the 
outcome of the  interaction of B. cereus group bacteria with a model amoeba, Acanthamoeba 
polyphaga.  Amoebae  are  bacterial  predators  but  can  also  be  utilised  as  hosts  by  bacterial 
symbionts and pathogens, such as Legionella pneumophila. It was theorised that amoebae may 
provide  a  host  environment  similar  to  that  of  the  professional  macrophages,  which  B. 
anthracis  encounters  in  mammalian  infection.  These  investigations  confirmed  that  the  B. 
cereus  group bacteria demonstrate  a  range of  interactions with  amoeba  cells,  from  surface 
attachment through to intracellular persistence. These studies went on to show that B. cereus, 
B.  thuringiensis  and  B.  anthracis  can  all  be  engulfed  by  amoebae when  challenged  in  their 
vegetative form and that spores were able to survive, and apparently germinate. Finally these 
studies  have  identified  a  new  developmental  stage  of  the  B.  cereus  group  bacteria. When 
grown  in static conditions, especially  in  the presence of amoeba,  the bacterial cells cease  to 
septate and large (often motile) continuous hyphae like filaments form. These filaments can be 
seen  to  “weave”  together  to  form  large  “rope”  like macrofibre  structures which  can  even 










Inorganic  polyphosphate  (poly  P)  consists of  chains of  tens  to hundreds of orthophosphate 
residues  linked by high ‐ energy phosphoanhydride bonds (figure 1), similar to ATP (Kornberg 








eukaryotes,  it  is  found  in  subcellular  organelles  and  in  yeast  vacuoles  at  very  high  levels, 
sometimes  as  much  as  20%  of  total  dry  weight  (Brown  &  Kornberg,  2004).  Its  chemical 
functions  as  a  biomolecule  are  becoming  increasingly  evident  which  reflect  a  massively 
influential role in nature. It can also be found at elevated temperatures in places like volcanic 




an  important  factor  in  evolution.  As  a  polyanion  it  possesses  the  ability  to  chelate  a wide 
variety of cations specifically Mg 2+, Mn 2+, Ca 2+, Zn 2+ and Fe 3+. When present  in  living cells, 
this characteristic has a major  influence on biological roles. The ability of poly P to sequester 









such as Corynebacterium diphtheriae  (Kornberg et al., 1999). Later, poly P was  linked  to  the 
biochemical studies of oxidative phosphorylation, through which the first source of  inorganic 
poly P was identified and curiosity the led to the investigation of how the phosphoanhydride ‐ 
















activities  include  the  conversion  of  ADP  to  ATP  and  the  conversion  of  other  nucleotides 
especially GDP  to GTP  (Brown & Kornberg, 2008). Depending on  the conditions,  the  rates of 





Polyphosphate  kinase  has  been  identified  in  a  variety  of  pathogenic  bacteria  such  as 
Salmonella  typhimurium, Vibrio  cholera  and Mycobacterium  tuberculosis  and  the  sequences 
identified  demonstrate  a  high  degree  of  conservation  between  them  (Tzeng  &  Kornberg, 
1998). 
 
Poly P  is  found  in  large quantities within  vacoules  in  yeast  cells but  there has been no Ppk 
activity identified. In higher eukaryotes high levels of inorganic poly P have also been identified 
but  again,  the  presence  of  a  Ppk‐like  enzyme  has  not  been  identified  (Brown &  Kornberg, 
2008). Although ppk usually occurs as part as of an operon coupled with the ppx gene, other 
Ppk activity has been  identified  in species of bacteria not associated with  the ppx gene. The 
gene  designated  ppk2  has  been  found  in  numerous  bacteria  (Zhang  et  al.,  2002)  and was 
initially  found  in  a  Ppk1  null mutant  of  P.  aeruginosa  (Ishige  et  al.,  2002).  The  Ppk1  null 
mutants of P. aeruginosa displayed no detectable  level of Ppk1 but they still possessed up to 
20% of  the wild  type poly P  (Rashid et al., 2000). These  results suggested another source of 
Ppk type activity which was later confirmed to be Ppk2 (Zhang et al., 2002). 









Ppx  removes  poly  P  by  hydrolysis  of  the  end  chains  of  poly  P  producing  single  phosphate  
molecules (Pi) until only inorganic pyrophosphate is left. 
The genes that code for Ppx and Ppk occur in the same operon; ppx occurs downstream of the 
ppk  gene.  However,  in  some  species  such  as H.  pylori  and  P.  aeruginosa,  the  genes  occur 
separately (Kornberg et al., 1999).  







Phosphotranferase  works  in  conjunction  with  Ppk  to  convert  AMP  to  ATP.  Poly  P  AMP  ‐ 






residues.  If  chains  of  3  ‐  60  residues  are  used  as  a  substrate,  no  hydrolytic  products  from 
cleavage  are  observed  (Kornberg  et  al.,  1999).  The  best  characterised  examples  have  been 







The  influence  of  inorganic  poly  P  has  been  studied  on  numerous  pathogenic  and  non  ‐ 
pathogenic bacteria with extremely interesting results. 
 
By  creating  knockout  mutants  of  the  specific  genes  ppk,  ppx  and  pap,  the  activity  and 
subsequent effects of the specific enzyme can be examined. Numerous groups have used this 







Motility  is a key virulence  factor  in certain human pathogens as  it aids dissemination of  the 
pathogen through the body of the host and the pathogens entry into cells, promoting bacterial 
colonisation and establishing systemic infections (Josenhans & Suerbaum, 2002).  
The ability  to move using  flagella  is a  key  virulence  factor  for numerous human pathogenic 
bacteria including Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella. ppk knockout 
mutants of  Salmonella  typhimurium, Vibrio  cholerae, P. Aeruginosa  and   Helicobactor pylori  
have all shown impaired motility (Rashid et al., 2000). The results from Rashid et al. showed a 
reduced motility on swim plates when compared with  the wild  type. Further experiments  in 
liquid culture proved there was no growth defect but the effect on motility was likely to be due 
to  altered  functioning  of  the  flagella  (Rashid  et  al.,  2000,  Rashid  &  Kornberg,  2000).  P. 
aeruginosa  is a very motile bacterial pathogen which can cause disease  in  insects, plants and 




flagella which  suggests  that  the  defects  are  at  the  functional  rather  than  structural  levels 
(Rashid  &  Kornberg,  2000).  The  mutants  were  complemented  with  the  ppk  gene  on  an 
independent  plasmid  that  restored  motility  therefore  proving  that  the  ppk  gene  was  the 
causative  factor.  The  actual  mechanism  of  this  defect  remains  obscure  but  does  suggest 
fundamental roles for poly P in a range of bacterial systems.  
 
Similar  defects  in motility  have  been  shown  to  affect  the  colonisation  characteristics  of H. 
pylori  (Ayraud  et  al.,  2005).  ppk  knockout mutants  were  compared  with  the  wild  type  in 
motility  studies,  which  were  then  expanded  to  in  vivo  studies  with  mice  to  examine  the 
colonisation characteristics. Results showed that reduced motility corresponded with reduced 
colonisation of the gastric mucosa. A loss of poly P granules in cells was also consistent in the 
ppk  knockout mutant.  These  granules  of  poly  P  have  been  suggested  to  be  an  alternative 
energy reservoir when ATP is no longer available (Ayraud et al., 2005).  
 






Poly  P  has  been  linked  to  the  adaptation  of  bacteria  to  certain  stresses  and  extreme 
environments.  In order  to survive, bacteria have  to monitor and adapt  to  their environment 
relying on sensory systems to regulate their physiological growth characteristics. The stringent 
response is a method that bacteria use in order to reduce levels of rRNA synthesis and prepare 
and  adapt  for  nutrient  limitation.  During  the  stringent  response  the  bacteria  produces 
guanosine  5’  –  diphosphate  –  3’  (ppGpp)  and  guanosine  5’  –  triphosphate  3’  (pppGpp; 




and pppGpp  respectively, using ATP  as  a phosphate donor.  In  E.  coli  the proteins RelA  and 
SpoT catalyse this reaction. During growth of E. coli, poly P has been  found  to be present at 
low  concentrations  during  exponential  phase  but  will  accumulate  up  to  1000  –  fold  in 









their virulence programs  (Dalebroux et al., 2010). Francisella tularensis  infects  its host and  is 
phagocytosed  by macrophages. Whilst  in  the  phagosome  it  uses  (p)ppGpp  to  initiate  and 
control  the  activation  of  the  Francisella  pathogenicity  island  which  then  contributes  to 










sporulation  but  not  to  virulence  (van  Schaik  et  al.,  2007).  Studies  using  B.  anthracis  RelA 
mutants showed  that expression of  the virulence gene pagA and virulence  in mouse models 
were not affected. When studying sporulation efficiency levels in RelA mutants, results showed 
that  spore  counts  and  sporulation  efficiency  was  1000‐fold  lower  in  the  mutant  when 










of ppk  in Dictyostelium  sp. has been knocked out  to  study  the effects of poly P and Ppk on 
growth characteristics.  
The D. discoideum ppk mutants were shown to be deficient in development of fruiting bodies. 





ppk mutant deficient  for ppk1  it was shown  that poly P was essential  for  the  lytic growth of 
bacteriophages P1 and fd (Li et al., 2007). 
 
Inorganic poly P has been  isolated  from rodent brain, heart,  liver, kidneys and  lungs. Results 
have suggested that the synthesis of poly P from Pi bypasses the intracellular Pi and ATP pool 







shown  the  importance  of  poly  P  in  developmental  roles  in  young  rat  brain  cells  and 
programmed cell death in human cells (Lorenz et al., 1997, Hernandez‐Ruiz et al., 2006). 
 
Inorganic poly P has been  shown  to affect  cancerous  tumour and mammary  cancer  cells by 












sharing  very  similar growth  characteristics. Members of  the group  share  similarities  in  their 
genetic material  such  as  the  plasmids  that  encode  their  virulence  factors  and  toxins.  This 
similarity enables them to be able to naturally share and exchange genetic material (Koehler, 
2009).  Members  of  the  Bacillus  cereus  group  include  B.    anthracis,  B.    cereus  and  B.  
thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. mycoides and B. psuedomycoides (Kolsto et al., 2009).  
 















anthracis was  used  as  a  bio  –  terror  agent  for  the  first  time  in  history. Mail  laced with  B. 
anthracis  spores was  sent  through  the post addressed  to  important members of  the media 
world and two US senators. This attack resulted in 22 cases 11 of which were confirmed cases 
of  inhalational  anthrax of whom  five died  (Spencer, 2003). These events have  resulted  in  a 
renewed  interest  in  research  surrounding  the  disease; methods  of  treatment  and  vaccine 
prophylaxis are being reassessed and diagnostic assays are continuously updated. 
 
B.  anthracis  is  a  gram  positive,  non  ‐  motile,  spore  forming,  rod  shaped  bacterium.  The 
dormant spore can survive in soil under adverse environmental conditions for long periods of 
time. Its life cycle is dependent on being ingested or inhaled by a mammalian host where it can 























whether  anthrax  spores would  germinate  naturally  in  the  soil  if  the  right  conditions were 
presented, however,  the only documented case of germination outside a host occurred  in a 













usually enter  through a cut or  lesion on  the skin and multiply  locally causing a small pimple 
that develops  into a painless black  scab or eschar. This can be easily diagnosed and  treated 
with a number of common antibiotics. The most common incidences of cutaneous anthrax are 
usually  from  contact with  infected  animals  or  untreated  animal  hides  and  skins.  The  term 
“wool  sorters  disease”  is  used  to  describe  cutaneous  anthrax.    The  disease  has  also  been 
nicknamed  “mail  sorters disease”  after  the bio  ‐  terrorist  attacks where post workers were 
victims of inhalational and cutaneous anthrax. 
 
Gastrointestinal  and  inhalational  anthrax  are  the  most  severe  forms  of  the  disease.  They 


















users  in  Scotland, with  related  cases  in  England  and Germany.    There  are  several  theories 
surrounding  the  introduction anthrax  spores  into  the  supply of heroin. One  theory  is  that a 
cutting agent, such as bone meal, contaminated with Bacillus anthracis spores may have been 
responsible.  This  theory has  recently been dropped  in  favour of  the  idea  that  animal hides 




treatable with antibiotics when diagnosed.  Investigations  into  this outbreak are  still ongoing 
with  forty  five people  confirmed positive of which  thirteen have died  (ProMed, 2010).  This 
situation  is  unique  as  the  patients  were  already  immunocompromised  from  drug  use, 







which  code  for  the  toxins  and  the  poly  ‐  D  ‐  glutamic  acid  capsule  respectively.  The  fully 
virulent Vollum and Ames strains of B. anthracis have both plasmids present but the avirulent 
Sterne  strain  just  possesses  pX01  and  is  not  infectious  to  humans.  Loss  of  both  of  these 
plasmids results in an avirulent form which can be confused with Bacillus cereus.  




Although  separately  these  proteins  are  not  toxic, when  combined  they  can  generate  fatal 



















order for PA to heptamerise and form a pore  in the bi  ‐  lipid membrane.  It has also recently 
been discovered  that not only does PA  form a heptamer but also an octomer  to aid  in  the 
translocation of EF and LF. Both forms of PA share translocation rates and efficiencies (Kintzer 
et al., 2009). This cleavage also exposes the LF and EF binding site on PA. This is a critical step 





have  been  exposed,  LF  and  EF  bind  to  the  heptamer.  This  triggers  receptor  mediated 








EF  is an adenylate cyclase  that converts  intracellular ATP  to cyclic AMP  (cAMP)  in a process 
that  is dependant on the eukaryotic protein calmodulin (Leppla, 1982). This process occurs  in 
the target cell which results in a substantial increase in intracellular cAMP levels leading to an 
imbalance of water homeostasis  (Abrami et al., 2005). After entry  into  the  cytosol, EF  stays 
associated with the membrane unlike LF which dissociates. This association to the membrane 





MAPKKs  lie  in  the middle of  three‐component phosphorylation cascades activated by a wide 
variety of cellular stimuli,  including growth factors, cytokines and stress (Chopra et al., 2003, 
Widmann  et  al.,  1999).The  MAPK  pathway  regulates  gene  expression  by  protein 
phosphorylation  in  response  to  environmental  signals  to  transcriptional  apparatus  in  the 
nuclease (Mock & Fouet, 2001).  
 
Both  EF  and  LF  can  target  a  range  of  cell  types  and  are  internalised with  the  subsequent 
increases in cAMP and cleaved MAPKKs. LF has shown to prompt apoptosis in endothelial cells 
(Kirby, 2004), however, the main target cells in anthrax pathogenesis seem to be those of the 
immune  system,  either  professional  phagocytes  or  antigen  presenting  cells  (Fukao,  2004). 
Once LT has entered the macrophage cytosol it has been shown to inhibit the production of a 
multitude  of  immune  responses  such  as  the  production  of  proinflammatory  cytokines,  the 
Introduction 
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this alone  is not sufficient  to  inflict  the  fully virulent  form of  the disease. The capsule  is  the 
second important virulence factor that enables the bacteria to invade the host and hold off the 
attacks  of  the  immune  system.  The  poly  ‐  D  ‐  glutamic  acid  capsule  is  coded  for  on  the 







The  capsule  enables  the  bacteria  to  evade  the  host’s  immune  system  by  inhibiting 
phagocytosis and provoking septicaemia. Studies have shown that inhibition of phagocytosis is 
capsule  ‐ mediated  in neutrophils and macrophages  (Makino et al., 1989, Schneerson et al., 
2003).  
 
The  capsule  synthesis  is  dependent  on  increased  levels  of  bicarbonate  and  temperature; 













transcriptional  level  and  depend  on  the  phase  of  growth.  During  exponential  phase  the 
predominant protein  is  the Sap  layer which  is  replaced  in  the stationary phase with  the EA1 
layer (Mignot et al., 2002). 






B. anthracis  is a member of  the “Bacillus cereus group” which also  includes B. cereus and B. 
thuringiensis.  This  group  of  bacteria  are  so  closely  genetically  related  that  it  has  been 
questioned  that  they may be  the  same  species but carrying different plasmids  (Rasko et al., 
2005). The suggestion has been raised that the group should be reclassified as a single species 
(Bacillus cereus) and that the specialized groups should be designated as subspecies (Helgason 
et  al.,  2000).  The  practical  taxonomic  separation  within  the  group  has  historically  been 
determined with  the  capsule  staining method  (M'Fadyean,  1903)  and  γ  ‐  phage  sensitivity 
(Brown & Cherry, 1955) along with characteristics such as motility and haemolysis when grown 
on blood agar.  





There  are  many  complications  within  the  classification  of  Bacillus  species  but  with  the 
improved molecular  identification  techniques  such  as  Variable Number  of  Tandem  Repeats 













due  to  its  rarity  and  source  (Keim  et  al.,  2009).  However,  as with  all  analysis  of  bacterial 




poly  ‐  D  glutamic  acid  capsule  respectively.  A  B.  anthracis  strain  containing  both  of  these 
plasmids results  in a fully virulent form of B. anthracis however these transmissible plasmids 
can  sometimes  be  lost  resulting  in  an  avirulent  strain  such  as  the  Sterne  strain  (pX01+  and 
pX02‐).   The B. anthracis plasmids are also transmissible  into other Bacillus strains.   B. cereus 
has been reported to naturally acquire the toxin genes and consequently caused a pneumonic 
disease  in  Texas,  USA  (Hoffmaster  et  al.,  2004).    Further  analysis  of  the  clinical  isolates 
revealed  that  the B.  cereus  strain  contained  almost  all of  the pXO1  toxin  virulence plasmid 
which was most likely acquired from horizontal transfer in the environment (Hoffmaster et al., 
2006). A B. cereus strain that contains plasmids with high identity to both pX01 and pX02 has 





The  treatment  for  anthrax  has  historically  been  penicillin  as  only  very  rarely  has  naturally 
occurring penicillin resistant strains been identified (Spencer, 2003).  
In  vitro,  B.  anthracis  is  susceptible  to  penicillins,  fluoroquinolones,  tetracycline, 
chloramphenicol, aminoglycisides, macrolides, imipenem, rifampicin and vancomycin (Spencer, 
2003,  Turnbull  et  al.,  2004).    For  treatment  of mild  cutaneous  anthrax  the  recommended 
Introduction 
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dosage  is ciprofloxacillin  (500 mg  twice daily), doxycyline  (100 mg  twice daily) or amoxicillin 
(500  mg  three  times  daily)  (Inglesby  et  al.,  1999).  In  case  of  a  bioterrorist  attack  it  is 
recommended that treatment should be continued for 60 days instead of the usual 7 – 10 days 










vaccine  in 1881.  The Pasteur  vaccine was  a  live  attenuated  strain  lacking  the  toxin plasmid 








The  current UK  anthrax  vaccine,  an  acellular  vaccine manufactured  from  alum  precipitated 
culture supernatants of B. anthracis 34F2 Sterne strain, was introduced in 1965 for workers in 
high  risk occupations  (animal workers and handlers of animal hides)  (Spencer, 2003).  It was 
later officially  licensed  for human use  in 1979 after  the addition of biological agents  to  the 
European directive. The UK anthrax vaccine is manufactured using a simple method which has 
not significantly changed since the vaccine was first licensed. Manufacture of anthrax vaccine 
precipitate  (AVP)  involves  growth  of  the  non  ‐  capsulated  B.  anthracis  34F2  Sterne  strain 
(Sterne,  1939)  in  a  chemically  defined  medium  supplemented  with  casamino  acids  and 





pH  is  adjusted  to  5.8  ‐  6.2.  The  precipitate  is  allowed  to  settle  under  gravity  at  5C. 
Supernatants  are  aspirated  to  effect  a  15  fold  concentration,  producing  Bulk  Vaccine 
Concentrate. This  is then diluted 1 : 3 with saline to produce AVP (Charlton et al., 2007). The 
immunisation schedule for the UK anthrax vaccine consists of four initial doses at zero, three, 
six and 32 weeks  followed by an annual booster.   The  immunisations may result  in a painful 













during  vaccine  production.    There  are  a  number  of  new  types  of  anthrax  vaccine  in  the 
research stages  including subunit vaccines and DNA vaccines (Ferrari et al., 2004, Galloway & 
Baillie, 2004, Chawla et al., 2009). Protective antigen (PA) is a major immunogenic protein and 
has  shown  to  be  one  of  the  main  components  in  the  AVP  and  AVA  vaccines,  therefore, 












B. cereus  is commonly recognised as a cause of  food poisoning. B. cereus may be present  in 
certain foodstuffs where it will multiply when incubated at ambient temperatures. During this 


















Non  ‐ gastrointestinal  infections  from B.  cereus have also been  reported. These occur more 
commonly  in  immunocompromised  patients  such  as  drug  addicts  or  patients with  surgical 
wounds,  traumatic wounds or  catheters. Production of  the enterotoxins and emetic  toxin  is 
likely  to  be  an  important  step  in  the  development  of  the  infection  (Turnbull  et  al.,  1979, 
Drobniewski, 1993). Although the majority of B. cereus  localised  infections are mild, they can 

















The  cytotoxin,  CytK, was  isolated  from  a  B.  cereus  strain  that  caused  an  outbreak  of  food 







B.  cereus  also  produces  other  virulence  factors  in  the  form  of  exotoxins  and  membrane 
degrading enzymes. There are three haemolysins; cereolysin and haemolysin  II and  III. These 
have a wide range of effects on tissues and often  initiate cell  lysis possibly by binding to the 
cell  receptor  allowing  pore  formation  and  subsequently  cell  leakage  leading  to  lysis 
(Drobniewski,  1993).    Phospholipase  C  (PLC)  is  a metalloenzyme which  has  been  shown  to 
interfere with  a  number  of  cell  signalling  pathways  indicating  that  PLC may  be  involved  in 







of  these  proteases  has  been  sequenced  and  has  homology  to  a metalloprotease  from  B. 
thuringiensis. This thermolysin‐like protease has shown to be highly conserved in the evolution 
of the B. cereus group (Donovan et al., 1997, Bach et al., 1999). Another neutral protease has 





B.  thuringiensis  is  an  insect  pathogen,  commonly  isolated  from  the  guts  of  moths  and 
caterpillars.   During  sporulation  the bacterium produces proteinaceous  crystalline  inclusions 





and  B.  thuringiensis  could  be  considered  as  one  strain  (Carlson  et  al.,  1994)  as  previously 
proposed  for   B.  cereus  and B. anthracis    (Helgason  et  al., 2000, Keim  et  al., 2009)  further 









toxins defines  the activity  spectrums of  that particular  strain. The  cry genes  code  for  toxins 















thought  to  change  allow  the  toxin  to  insert  into  the  membrane.  This  is  followed  by 
oligomerization of the toxin which forms a pore that leads to osmotic cell lysis (Lorence et al., 





In B. cereus  the  three enzymes Ppk, Ppx and Pap have been  identified and  their genetic  loci 
determined. ppk and ppx occur in an operon similar to that of E. coli and the amino acid code 
shares  the  same  high  level  of  identity  to  other  bacteria  (Shi  et  al.,  2004).  Furthermore, 
inorganic  polyphosphate  (poly  P)  has  been  discovered  to  be  very  important  in  growth  and 
sporulation  in  B.  cereus.  The  deletion  of  the  key  enzymes  involved  in  the metabolism  of 
inorganic poly P  in B. cereus resulted  in a decrease  in sporulation efficiency (Shi et al., 2004). 
ppx mutants displayed the highest decrease in sporulation, whereas the ppk and pap mutants 
displayed similar  levels to the wild type. The fact that poly P has such a noticeable effect on 
















Protozoa are ubiquitous and have been  isolated  from numerous natural environments;  soil, 
freshwater,  salt water,  dust  and  air.  Interestingly  they  have  also  been  found  in man‐made 
environments such as piped water systems, air conditioning units and cooling  towers. There 









Free  ‐  living protozoa have been  identified  in conjunction with bacterial symbionts  from  the 
groups  Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria,  Gamaproteobacteria,    Bacteriodetes,  and 
Chlamydiales for many years (Molmeret et al., 2005, Horn & Wagner, 2004). These symbionts 
were  identified using  specific PCR amplification of bacterial  rRNA genes and  fluorescence  in 
situ  hybridisation.    Other  bacteria  have  also  been  isolated  from  protozoa  such  as 
Mycobacterium  avium,  which  was  isolated  from  Acanthamoeba  castellanii,  a  water  born 
amoeba (Cirillo et al., 1997). The existence of two phylogentically different endosymbionts in a 
single protozoan isolate had not been seen (Horn et al., 2001) until recently when two distinct 







One  of  the  best  studied  intracellular  associated  bacteria  is  Legionella  pneumophila.  L. 
pneumophila is the causative agent of Legionnaires Disease which is often the consequence of 
contaminated  water  in  environments  such  as  cooling  towers  for  air  conditioning,  shower 
heads, whirlpool  spas  and  decorative water  fountains.  The  aerosolised water  droplets  are 
inhaled  into  the  lungs,  thought  to  be  the  primary  site  of  infection,   where  the  bacteria  is 
ingested  by  alveolar macrophages  (Horwitz  &  Silverstein,  1980).  L.  pneumophila  has  been 
shown  to multiply and kill both human macrophages and  free‐living amoebae  (Rowbotham, 
1980, Horwitz & Silverstein, 1980). Further studies have shown that L. pneumophila uses the 
same  genes  to multiply  within  Acanthamoeba  and macrophages  (Segal  &  Shuman,  1999). 
These  observations  have  led  to  suggestions  that  bacteria  evolved  to  become  intracellular 
pathogens after  surviving phagocytosis and adapting  to  the  intracellular environment of  the 
protozoa  (Molmeret  et  al.,  2005).  L.  pneumophila  has  also  been  shown  to  survive  in 
Acanthamoeba  cysts  after  decontaminating  with  chlorine  (Kilvington  &  Price,  1990)  which 
raises concerns with regards to eradication. 
 
Numerous other pathogenic bacteria  also  show  similarities between  growth  in  a protozoan 
host  and  their  intracellular  growth  in  human  macrophages.  Francisella  tularensis  is  the 
causative agent of tularaemia (Oyston, 2008). F. tularensis is an intracellular pathogen and can 
utilise  a  number  of  different  cells,  however,  in  vivo  the  primary  target  appears  to  be  the 
macrophage (Fortier et al., 1994). It can also replicate in protozoa (Abd et al., 2003) which may 
act as a reservoir  in aquatic environments. Growth  in protozoa shares  the same  intracellular 
characteristics when compared to growth  in macrophages (Titball et al., 2003). These studies 

















host  can  aid  bacterial  survival  in  the  environment  and  help  in  dispersal,  complicating  the 
spread of disease from the human health perspective (Huws et al., 2006, Fenner et al., 2006). 
In  particular,  the  ability  of  E.  coli  0157  and MRSA  to  persist  and  grow  in  the  common  soil 
protozoa A. polyphaga highlights a substantial risk to  infection control  in hospitals and other 
healthcare establishments (Huws et al., 2006, Barker et al., 1999). Acanthamoebae form cysts 










Bacteria  which  have  been  identified  in  association  with  protozoa  are  those  which  occur 
naturally  in  the environment. Bacillus  sp. are prevalent  in  the environment and due  to  their 
ability  to  sporulate  can  survive  for many  years  in  adverse  conditions  (Turnbull,  2002a).  B. 
anthracis has been studied in detail and yet a non‐mammalian host has never been identified. 
Its seasonal cycle of outbreaks is thought to relate to the prevalence of rain and these specific 
environmental  conditions  influence  the way  in which  the host  comes  into  contact with  the 
spores.  It  is  thought  that  spontaneous multiplication  in  the environment would  require very 
specific  conditions  and  the  event would be  extremely  rare  (Turnbull,  2002a). Multiplication 
and  persistence  has  only  been  observed  once  outside  of  a  host, which was  performed  in 










in macrophages as well as  their environmental host. Although  there are no  references  to B. 
anthracis  and  protozoan  relationships,  relationships  between  protozoa  and  other  Bacillus 
species have been observed and studied.  
 
B.  subtilis has  shown  that during predation by  the protozoan Tetrahymena  thermophila  the 

















tularensis.  L.  pneumophila  expresses  the  same  genes  to multiply  within  A.  castellanii  and 






Macrophages play an  important  role  in  the pathogenesis of B. anthracis  contributing  to  the 
progression of the disease. The uptake of the spore by a professional phagocyte can provide a 
form  of  transport  around  the  body  to  specific  lymph  tissue  and  also  provides  a  favourable 
niche for germination and expression of toxins (Guidi‐Rontani et al., 1999). The production of 
lethal toxin and edema toxin result in lysis of the macrophage, releasing the germinated bacilli 
throughout  the  host  (Guidi‐Rontani,  2002).    It  has  been  shown  that  after  inhalation  of  B. 
anthracis spores most are phagocytosed by alveolar macrophages. It has been suggested that 
this  step  is mediated by  the  interactions between  the BclA protein expressed on  the  spore 
surface  and  the  Mac  ‐  1  protein  expressed  by  professional  phagocytes,  such  as  alveolar 
macrophages (Oliva et al., 2008).  
 
L.  pneumophila  uses  different  strategies  to  invade  amoeba  and mammalian  cells  but  then 
proceed to cause a very similar infection ending in the destruction of the host cell (Gao et al., 
1997,  Solomon  et  al.,  2000). When  L.  pnemophila  invades  the  protozoan  host Hartmanella 





of  L.  pneumophila  mutants  showed  defects  in  attachment  to  macrophages  but  not  to  A. 
polyphaga which  suggests  that although  some mechanisms are  similar others are unique  to 
certain  protozoa.  L.  pneumophila has  been  shown  to  invade  at  least  13 different  strains  of 
amoeba and  ciliated protozoa  (Fields, 1996) and  the mechanisms may vary between  strains 
(Gao et al., 1997).   
A single study examining the interaction between B. cereus vegetative cells and A.  polyphaga 
has  previously  been  published  (Huws  et  al.,  2008).  This  study  concluded  that A.  polyphaga 
predated on B. cereus cells and there was no evidence to suggest replication or survival within 


























































B.  anthracis  was  cultured  on  horse  blood  agar  (bioMerieux)  or  Tryptone  Soya  Agar  (TSA) 
(bioMerieux)  at  37˚C overnight. B.  anthracis was  also  cultured  in  brain  heart  infusion  (BHI) 
broth (CEPR, Porton Down Media department) at 37˚C overnight, shaking at 220rpm.  
 
B.  cereus  was  cultured  on  horse  blood  agar,  L  ‐  Agar  (bioMerieux),  and  L  ‐  Agar  10µg/ml 















are  then washed  in  sterile  ice‐cold water  three  times before  re‐suspending  in  sterile water.  











and  placed  into  BHI  broth.  This  was  then  incubated  for  7  days  at  37C.  After  the  7  day 











Miller’s  LB broth  (sigma) was prepared  according  to  the manufacturer’s  instructions. Media 






































varied  the  defined  phosphate  levels  previously  optimised  from  research  performed  by  Zoe 
Betteridge (PhD Thesis). 
Table  2.2  Recipe  for  CDM20  (Potassium  phosphate  concentrations  of  3.2,  0.4  and  0  mM 
phosphate) 
Component  Concentration 
























































(ratio  of  25:24:1)  was  added  to  the  new  tube  and  vortexed  for  1  min.  This  was  then 
centrifuged as before and the upper  layer transferred to a new tube. 900µl of 100% Ethanol 
and  10µl  of  3M  NaOH  was  added  to  precipitate  the  DNA.  This  was  vortexed  briefly  and 
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centrifuged  for  30mins  at  13,000g  at  4˚C.  The  liquid  was  carefully  removed,  leaving 
precipitated  DNA  in  the  tube.    200µl  of  70%  ethanol  was  added  to  the  tube.  After 











































B. anthracis  Sterne AE017225 and B. anthracis Ames NC003997 were used  in  the  sequence 
analysis. 
 
The  three  genes  polphosphate  kinase  (ppk),  exopolyphosphatase  (ppx)  and  poly‐AMP‐













Oligonucleotide  primers  and  fluorescently  labelled  probes  were  purchased  from  Sigma 





ppk2  atcggtcgactgatagtcaagtgaag Sal 1
ppk3  atcggtcgacgtaataagctgtatc Sal 1








pap4  cgatagatctctggacgaagcataac Bgl II













































at  95C  for  5minutes  followed  by  25‐30  cycles  of  a  denature  at  95C  for  30  seconds,  an 
annealing step at 55C  for 30 seconds and an extension step at 72C  for 30 seconds, with a 





capabilities. Each PCR  cycle was optimised according  to  specific  requirements.  For example, 










Initial  PCR  conditions were  kept  the  same  but  used  a  proofreading  enzyme  instead  of  Taq 
polymerase.  Taq  polymerase  adds  an A  tail  onto  the  end  of  the  PCR  product which would 
interfere with the second round PCR as the end would not be homologous. 
































pKD4  : Donor  for  Kanamycin  cassette  (Datsenko & Wanner,  2000) was  supplied  by   David 
Clarke, University of Bath. 
 













Each  reaction  contained  the  restriction  enzymes  from  Promega  and  the  matching  buffer 
provided. BSA at a final concentration of 0.1µg/µl was added to each reaction and PCR grade 
water was added to make up the reaction to the required volume.  








(1/3  dilution  of  the  working  stock),  3.8µl  PCR  grade  water  and  5µl  DNA  sample.  The 
thermocycler program consisted of a 25 round cycle of a 96°C step for 10 seconds, 50°C for 5 
seconds  then  a  60C  step  for  4 minutes.  Dye  terminator  removal was  achieved  using  the 
QIAgen DyeEx 2.0 spin kit according to the manufacturer’s instructions.  The dried sample was 
re‐suspended in 12µl of HiDi Formamide (Applied Biosystems) This was then denatured at 80°C 













of  forward  primer  (at  concentrations  of  1 μM,  6 μM  or  18 μM);  1.25 μl  reverse  primer  (at 
concentrations of 1 μM, 6 μM or 18 μM); 2.5 μl of 10  ‐3 diluted DNA  template  (or 2.5 μl PCR 
grade water for negative controls); 12.5 μl of 2x Universal Mastermix (Applied Biosystems) and 
7.25 μl PCR grade water. The total reaction volume (25µl) was added to a 96 well optical plate 
(Applied  Biosystems).  The  plate  was  then  sealed  with  an  optical  adhesive  cover  (Applied 
Biosystems)  and  briefly  centrifuged  at  500g  for  30  seconds  to  ensure  all  liquid was  at  the 




Average  CT  values were  then  plotted  for  each  combination  of  forward  and  reverse  primer 






















standard  curve  method  instead  of  the  Delta  Ct  comparison  method  (See  page  92).  The 
standard curve of DNA consisted of 100ng, 10ng, 1ng, 0.1ng and 0.01ng. After RNA extraction 





















were  added  in  each  of  the  wells  the  1µl  cDNA  template  was  added.  The  plate  was  then 
manually sealed with an optical adhesive cover (Applied Biosystems) and briefly centrifuged at 
500g  for 30 seconds  to ensure all  liquid was at  the bottom of  the wells. The plate was  then 









Medium was pre‐warmed  to 37C before  inoculating with 0.1% of glycerol  stock of Bacillus 
culture at 2 x 106 cfu per ml. Culture was  incubated at 37C at 220rpm. Optical density (OD) 
measurements were taken with a spectrophotometer at 600nm throughout the growth curve 





















































An  Enhanced  ChemiLuminescent  substrate  system  was  used  to  visualise  the  blots  (GE 







Leeds, UK)  and  grown  in  proteose peptone  –yeast‐glucose  (PYG) medium  as monolayers  in 
76cm2 tissue culture flasks at 23°C. Amoebae were sub‐cultured weekly by gently tapping the 
flasks  and  washing  the  monolayer  to  detach  cells  before  diluting  1:10  in  fresh  medium. 






Co‐culture  assays were  performed  in  a  25 well  culture  plate  (Nunc)  or  in  single  25ml  cell 














The  gentamycin  wash  was  used  to  kill  the  external  bacteria  leaving  the  internal  bacteria 
protected inside the amoeba. 
The co‐culture assay was set up as required. At the required time point gentamycin sulphate 
was  added  to  the well  at  a  final  concentration  of  100g/ml  or  200g/ml.  After  a  2  hour 













more efficient processing of  the sample. At  the  required point  the media was aspirated and 
replaced with  the  fixative  solution  of  2.5%  glutaraldehyde  and  1%  Potassium  Ferrocyanide, 
post‐fixed in aqueous 1% Osmium Tetroxide and stained in 2% aqueous Uranyl Acetate in the 










in  aqueous  1%  osmium  tetroxide  +  1%  potassium  ferrocyanide.  Samples  were  then 
encapsulated  in  3%  agarose  and  stained with  2%  aqueous Uranyl Acetate  in  the  dark.  The 
sample  was  then  dehydrated  through  an  acetone  series  and  infiltrated  and  embedded  in 












sporulation  efficiencies  among  other  characteristics  previously  mentioned.  The  B.  cereus 
polyphosphate  kinase  (Ppk),  exopolyphosphatase  (Ppx)  and  poly‐AMP  phosphotransferase 
(Pap) mutants were constructed by Kornberg’s group at Stanford University, California (Shi et 
al., 2004). The B. cereus mutants were created using a simple procedure which  incorporated 
the generation of  the 5’ and 3’  flanking  regions of  the  target gene by PCR. The  tetracycline 
resistance  gene  was  also  amplified  by  PCR  with  5’  and  3’  tails  consisting  of  sections 
complimentary  to  the  flanking  regions of  the  target  gene.  These products were mixed  as  a 
template  for  a  second  round  of  PCR  which  used  primers  designed  to  amplify  the  whole 
product. See Figure 3.1 for a simple visual representation.  
 
Figure  3.1  Construction  of  the  B.  cereus  knockout  plasmids.  Step  1:    Amplification  of  the 
flanking  regions of  the  target gene  (ppk, ppx or pap). Step 2: Amplification of  the antibiotic 






After producing  the whole product,  it was digested with BamHI and HindIII and  ligated  into 
pSPUC a B. cereus suicide vector precut with the same restriction enzymes. The pSPUC vector 




mutants  (containing  the whole plasmid) were  selected on  tetracycline/  spectinomycin  agar. 
These  transformants  were  grown  on  tetracycline  LB  agar  for  4‐6  days  with  regular  sub‐
culturing to encourage excision and loss of the plasmid. Double cross‐over mutants (containing 
just the flanking regions with the tetracycline gene  in between) were selected as tetracycline 
resistant  and  spectinomycin  sensitive. PCR  and DNA  analysis was used  to  verify  the  correct 
insertion of the mutations. 
 
B.  anthracis  and  B.  cereus  share  a  very  high  homology  in  their  chromosomal  DNA  and  by 
creating  similar knockout mutants  in B. anthracis  the  significance of  inorganic poly P can be 
studied with regards to this important human and animal pathogen.  
 























and  stored at  ‐80°C. The ppk mutant however could not be  subsequently  sub‐cultured  from 





‐  phosphotransferase  (pap) were  highly  analogous when  comparing Bacillus  cereus  and  the 
two Bacillus anthracis strains Sterne and Ames. Alignments were constructed from the genes 
with a 1kb flanking region both upstream and downstream of the gene (data not shown). 





The  pap  region  shows  the most  variation  although B.  anthracis  Sterne  and Ames  still  have 
58.6% identity to B. cereus. 










































recovered.  It  is possible  that  this  strategy  failed due  to plasmid  re‐circularization preventing 
insertion of  the  tetracycline gene. The method was  repeated with a dephosphorylation  step 
before  the  ligation  of  the  Tet  fragment  into  the  plasmid.  Different  ratios  of  plasmid  and 
fragment DNA were also used  in  the  reaction  in  case  the  concentrations were effecting  the 
reaction. There were still no colonies after  the  transformation stage. The same strategy was 
attempted  using  Nova  blue  cells  instead  of  Top  10  cells,  however  the  cloning  was  still 
unsuccessful.  A spectinomycin resistance gene was amplified from pIC56 with the addition of 




As  an  alternative  to  the  Topo‐based  suicide  vector  dependant  recombination  approach we 
decided  to  try  and  use  a  temperature  sensitive  plasmid  approach  for  homologous 
recombination  into  the  chromosome.  The  pMAD  plasmid  (a  pE194::pBR322  derivative) was 
chosen to use as the vector instead of Topo as it has previously been shown to work well with 

























However,  when  using  these  in  the  second  round  of  PCR  the  complete  fragment  was  not 
obtained.  The  fragments were  both  gel  extracted  and  PCR  purified  in  case  there was  any 
difference  between  the  two  purifying  procedures.  Attempts  were  made  using  different 
amounts  of  separate  fragments  and  varying  of  the  cycles  with  different  annealing 

























often produced a  smear on a gel. The area around 2.1kb was gel extracted and used  in  the 
second PCR. A clean band could not be obtained and the result was always a smear. 







It  is  remains unclear as  to why  the overlapping PCR construction method did not work. This 





















PCR was performed using KOD  (HiFi) polymerase  in 50µl  reactions. The  initial PCRs  showed 























primer concentrations, were  repeated with  the new ppk1  forward primer, but were still not 
successful after many attempts. The new ppk1 forward primer was run with the ppk2 reverse 
primer as  it had been shown  to work previously. This would  indicate  if  there was a problem 
with the primer 1 specifically. This PCR also did not work. 
 
Further analysis of  the sequence  in  the ppk1  fragment  region showed a very AT  rich  region. 
This often hinders PCR as the primer may not anneal well to the low melting temperature DNA. 
Even after re ‐ designing the new ppk1 primer the PCR failed to work. This was a problem that 
had  limited solutions as  the  location of  the primer needed  to  include  the ppk stop codon. A 
different method needed to be used which would incorporate a different region of the DNA. 
 



















replaced  and  DNA  was  cleaned  up  using  phenol  /  chloroform  DNA  extraction.  PCR  was 
repeated using  the serial dilution of clean DNA, different MgCl2 concentrations and run on a 
gradient cycler to broaden the range of annealing temperatures. Each separate reaction gave a 




and  the  region of DNA was  less AT  rich. Pure phenol  /  chloroform extracted DNA was used 
which would eliminate any  impurities  from the previous stock of DNA boilates. The PCR was 
run with  the new primers. The gradient  cycler was used  for a broad  range of  temperatures 
from 50˚C  to 65˚C. Different MgCl2 concentrations and a  serial dilution of  the DNA was also 
































































































subjected  to  colony PCR with  the pMAD primers  that  span  the  cloning  region  resulting  in a 
product  of  2.0kb.  A  selection  of  E.  coli  clones  produced  from  the  Ames  and  Sterne  ppk 
fragments were  chosen and grown up  for analysis. Unfortunately a  restriction digest of  the 






























shown  previously.  The  products were  gel  extracted  and  cleaned  up  to  be  cloned  into  the 




A plasmid extraction was performed on  the clones  in order  to analyse  the pMAD plasmid. A 
restriction  digest  using  BamH1  and  Sal1  confirmed  the  insertion  of  the  flanking  region  1 
amplicons from ppk, ppx and pap. The fragment sizes produced from the digest correlated to 
the  expected  sizes  of  the  newly  cloned  amplicons;  ppk  flanking  region  1 was  0.951kb,  pap 





















































The kanamycin  cassette was amplified  from  the Tn30  transposon with additional Sal 1  sites 
incorporated into the primers. Primer sequences for the forward and reverse primers were 5’ 
atcgtcgacgaattgtgtctcaaaatct 3’ and 5’ caggtcgactctagaggatccccgcca 3’ respectively.  




























Figure  3.18.  Representation  of  the  knockout  cassette  and  location  of  the  primers  to  check 
kanamycin orientation. 
 
All ppx and pap  clones produced PCR products but  the PCR needed  to be optimised due  to 
some  smearing  and  non  ‐  specific  bands.  The  ppk  PCR  did  not work. After  optimisation  of 
Sequence Analysis and Knockout Mutants 
 71
annealing  temperature and MgCl2  concentrations, a  clean band was only acquired  from  the 
ppx and pap clones.  All products produced from this PCR were gel extracted, cleaned up and 





























expected  places.  The  ppk  final  cassettes  however,  seems  to  show  the  largest  and  smallest 
bands  at  the  correct  sizes but  instead  of  the  4.750kb  there  is  a band of  ~3.1kb.  This  band 
fragment  contains  the  cloning  region  of  the  pMAD  vector  which  indicates  that  the  final 
cassette may  have  not  assembled  correctly.  This would  also  support  the  results  from  the 
confirmation PCR which did not work. 
 




After  further analysis of  the construct sequences, enzymes were chosen  that cut 5  ‐ 6  times 




The best  three enzymes  for mapping  the plasmid were  found  to be Cla  I, BspHI, and Sml  I. 






















































































































Plasmid construct  Cla I  BspH I  Sml I 
ppk:Kan:pMAD 
Lane 1 





































from  the  assembled  sequence which means  that  it  has  assembled  correctly with  only  one 
insertion  of  the  kanamycin  cassette.  With  the  correct  orientation  proven  with  previous 
sequencing results this construct is complete. 
The ppk:Kan:pMAD and ppx:Kan:pMAD constructs do not have the correct band sizes for the 
final cassettes. The ppk:pMAD cassette without  the kanamycin  insert does show around  the 
correct size bands when cut with Cla 1 which suggests that the flanking regions have inserted 













made  with  adjustments  to  the  incubation  temperature  and  varied  ratios  of  cells  to  DNA 
concentration, each failing to produce the desired clones. It is not clear why the pMAD derived 





frequently  for mutagenesis  in B.  subtilis. pE194 has also been used  for genetic mutagenesis 














al., 2004),  gave  the best  results with  the  correct  assembly of  a plasmid  containing  the pap 
knockout cassette. Conversely, the ppk and ppx constructs were not correctly assembled even 
though the same method was used for all three constructs. The method differed slightly from 
the one used  for  the B. cereus constructs because  in  the original method  they were able  to 
make the construct by amplifying the flanking regions and the antibiotic cassette and adding 
all  the products  together  in one PCR  to use as a  template. This method did not work  in  this 
study although tried numerous times with negative results. The method that worked involved 




the pAEX‐4 positive controls always worked.  It  is not clear whether  the presence of  the pap 
construct  caused  a  problem,  but  the  failure  to  recover  pMAD  transformants  suggests  a 
problem with  this  replicon  in  B.  anthracis  that  does  not  occur  in  B.  cereus.  The  origin  of 
replication  in  pX01  does  not  show  any  homology  to  any  of  the  rep  genes  that  have  been 
previously  associated  to  the  replicon  in  large  plasmids  of  other  Gram  positive  bacteria 
(Okinaka  et  al.,  1999).    In  order  to  test  this  possible  incompatibility  of  pMAD  and  pX01 
plasmids,  the  final  constructs  could  be  electroporated  into  the  B.  anthracis  UM23C  strain 






It  is also not  clear why  the previously  constructed B.  cereus mutants  failed  to  recover  from 
frozen  store.  It  seems  likely  that  the mutations  cause  a  very  severe  debilitating  phenotype 
preventing freeze thaw stability or  longer term survival  in culture. The ppx knockout mutants 






















The majority of  the ASC have not been molecularly  typed and designated groups  for  the 19 
strains were not known.       
















































































































































The  ppx  gene  encodes  for  the  enzyme  exopolyphosphatase  which  converts  long  chain 
polyphosphates into single phosphate molecules which may then be used for ATP production. 
Knockout mutants of ppx have shown serious side effects such as the B. cereus mutants. ppx 
null  mutants  were  found  to  have  a  three  hours  delay  in  sprorulation  and  sporulation 
efficiencies only  reached  60% when  compared  to  the wild  type  (Shi  et  al.,  2004). With  the 












putative poly p binding  site was established. Using  these  alignments  the  region  around  the 
glutamic acid deletion was analysed. The glutamic acid deletion occurs within the α9 chain of 
the  structure  and does not  form part of  the  active  site or  the metal binding  site  for MgCl2 
needed  for activity.   Unless  the  crystal  structure of  the B. anthracis Kruger B ppx gene was 






The  normal  expression  levels  of  the  three  enzymes;  polyphosphate  kinase  (Ppk), 
exopolyphosphatase (Ppx) and poly – AMP phosphotransferase (Pap) have not previously been 
studied in detail in Bacillus species. Knockout mutants of B. cereus have shown the importance 






what  is  termed  the  stringent  response. During  the  stringent  response  in bacteria, ppGpp  is 
produced which inhibits ppx but not ppk which leads to the accumulation of long chain poly P. 
The mRNA  levels  in this situation should reflect  this and  therefore show that ppk expression 





combining  the amplification and detection  into a  single  step. Detection  is achieved by using 
fluorescent  chemistries  that  correlate  to  a  specific  PCR  product.  The  intensity  of  the 
fluorescence during a reaction directly  indicates the quantity/concentration of the target PCR 
product (Higuchi et al., 1993). Consequently, the greater the quantity of target DNA present in 















We  investigated  the  effect  of  various  nutrient  defined  media  on  the  growth  rates  of  B. 
anthracis and B. cereus and compared levels of mRNA expression of the target genes ppk, ppx 
and  pap  against  the  endogenous  16sRNA  internal  control  gene.  The media  are  a  range  of 
specific nutrient content  that covers  the spectrum between high nutrient availability  to very 
low defined  levels of phosphate using  the  chemically defined medium  (CDM) 20 developed 
specifically  for  B.  cereus  (Zoe  Betteridge,  PhD  Thesis).  The  medium  includes  brain  heart 
infusion broth (BHI) which makes a high nutrient medium. BHI broth was used as a regulator 
for  comparison when  analysing  gene  expression  levels  because  it  produces  optimal  growth 
conditions with  no  nutrient  limitation  until  stationary  phase  is  reached.  The  three  defined 
levels of CDM 20 media are 3.2mM, 0.04mM and 0mM Potassium Phosphate. These media 
were used as a model  to represent a phosphate  limited environment  to  investigate how  the 











4. Compare growth and mRNA expression  levels of B. cereus  in a variety of media using 
the optimized real time RT‐PCR assay  
 
B.  anthracis  Sterne  ASC1  (pX01+  and  pX02‐)  and  B.  cereus  ATCC  14579 were  used  in  these 
experiments. Each step of the experiment had to be optimized including the amount of culture 




split  over  either  two  or  three  cultures,  each  with  staggered  inoculation  times,  as  the  full 







acquire the results  from the B. anthracis growth curves due to the  length of time needed  to 

































Figure 4.2   B. anthracis  filtered  supernatant  from growth  curve  timepoints. Timepoints 5 ½ 
hours  to 8 hours.  Lanes 1 and 2  contain positive  control Protective Antigen  (PA) and  Lethal 
Factor (LF), Lanes 3 and 10 (labelled M) contain the simply blue protein marker. 
 






These  data  clearly  show  that  toxin  protein  production  becomes  detectable  at  9.0  hours  of 




















Figure  4.5   Western  Blot  for  PA:  B.  anthracis  time  point  samples;  5.5  hours  to  10  hours. 
Western blot was incubated with αPA Rab 446B followed by anti‐rabbit horse radish peroxidise 
conjugate.  Lanes  1  and  2  contain  the  positive  control  Protective Antigen  (PA)  and  negative 
control  Lethal  Factor  (LF)  respectively.  Lanes  3  and  14  (labelled  M)  contains  the  protein 
marker. Lanes 4 – 13 timepoint samples 5.5 to 10 hours. 
 
From  these  blot  results  it  is  clear  that  LF  toxin  levels  are  detectable  from  8.0  hours which 
shows  that  the western blot  is a more sensitive assay  than  the protein gel.   The PA western 
blot results also shows that PA is detectable earlier and seems as though there is some amount 























































low  levels of biomass.  Initial amounts of mRNA were extremely  low and after extraction and 
DNAse  digest  using  the  QIAgen  spin  columns,  levels  of  mRNA  were  even  more  reduced. 








Results  that  fall  within  this  range  indicate  that  the  DNA/RNA  is  pure.  When  comparing 
measurements  from  all  three  extraction methods,  the  Trizol  extraction  produced  a  higher 
quality yield of mRNA with a higher number of samples falling within this required range. 
 




chemistries.  Two  endogenous  internal  control  genes  (GyrB  and  16srRNA) were  used  in  the 





sensitivity  of  the  assay.  The  16srRNA  and  GyrB  targets  were  optimised  for  use  as  an 
endogenous  control  and  used  as  a  normaliser  to  study  the  up/down  regulation  of  gene 
expression  in  a  variety  of  chemically  defined media.  The  optimised  amplification  plots  are 




Figure  4.7  a.  Amplification  plot  for  the  optimised  ppk  assay.  b.  Amplification  plot  for  the 
optimised  GyrB  assay.  c.  Amplification  plot  for  the  optimised  16srRNA  assay.  Amplification 
efficiencies  of  the  PCR  primers  are  an  important  consideration  when  performing  relative 




PCR  primer  efficiencies  between  the  endogenous  controls  and  ppk  (the  target  gene) were 
























and  could not be used  in  a direct  comparison using  the  comparative Ct  (2‐∆∆Ct) quantitative 
method. The standard curve method was then optimised for use in this study. 
y = -0.811x + 4.9207

















Linear (GyrB vs PPK)

























synthesised  in  a  separate  reverse  transcription  reaction.  There  are  several  advantages  and 
disadvantages associated with each method. The one‐step method  is considered to minimize 
variation  in  the assay as both steps are performed  in a single  tube, but  it  is  likely  to be  less 
sensitive than the two‐step method. The one‐step method uses an RNA starting template each 
time  which  can  degrade  rapidly,  therefore,  a  one‐step  reaction  may  not  be  suitable  for 
samples that are assayed over a period of time in a number of different assays. The two‐step 











The  QuantiTect  Reverse  Transcription  kit  included  an  integrated  step  for  the  removal  of 
contaminating genomic DNA which proved to be an important factor. The High Capacity cDNA 
Reverse Transcription kit did not have this extra step which meant that the RT negative control 
often  came  up  positive;  a  sign  of  genomic  DNA  contamination.  If  the  High  Capacity  cDNA 















B.  anthracis  and  B.  cereus  were  used  in  growth  curve  studies  to  analyse  the  growth 
characteristics  in a variety of nutrient  limited media. These growth curves were also used  to 





B.  cereus was  grown  in  BHI  broth  and  samples  taken  at  different  time  points  for  OD600nm 






Growth  in  BHI  showed  an  expected  sigmoid  growth  curve.  The  lag  phase  lasted  for 




























media. The exponential phase  lasted  for around 8 hours,  similar  to when grown  in CDM 20 




















The  collective  results  from  the growth  curve experiments  in Table 4.1  clearly  shows  that B. 
cereus  found  the  high  nutrient  conditions  of  the  BHI  broth  more  favourable  than  the 
chemically defined medium.  
 








Bacillus cereus  CDM20  3.2mM  Potassium 
phosphate 
100
Bacillus cereus  CDM20  0.04mM  Potassium 
phosphate 
100
















reaction contained 5ng of  template. The real  time PCR was performed on a 384 well  format 
and incorporated a standard curve on each plate to account for any plate variation.  A negative 
control containing nuclease  free water  instead of cDNA  template was  run  for each  target  to 
control  for any DNA/RNA contamination.  In addition, a RT negative control was run  for each 
























3.2mM  potassium  phosphate  and  basal media were  lower  ranging  from  a  0  to  0.3  fold 
increase. 
 
In CDM 0mM potassium phosphate, the most  limited nutrient medium;  it was  interesting 
to  see  that  the  levels of mRNA during  the  stationary phase did not  increase as much as 









The most  interesting result can be seen  in  the CDM 0.04mM potassium phosphate when 
comparing  the  lag phase and stationary phase. During  the  lag phase,  levels of ppk mRNA 
are  far  lower than ppx and pap. When passing through  the exponential phase ppx mRNA 









Analysing  the  in vitro growth profiles of B.  cereus  in a variety of nutrient defined media 




When  B.  anthracis  was  grown  in  BHI  broth,  production  levels  of  PA  and  LF  were 
comparable  to  results  from previous  studies on  the vaccine production methods  such as 
Charton et al. (Charlton et al. 2007). During the vaccine production, toxins were expressed 
at  the  end  of  the  exponential  phase  towards  the  beginning  of  the  stationary  phase 
(Charlton et al., 2007). In this study, B. anthracis was grown in BHI broth to see if the same 
pattern of  toxin expression  is  reflected  in a high nutrient broth when compared  to basal 
media which  is used  in  the vaccine production. Results  from  the BHI growth curve  show 
that toxin expression can be seen to start at the end of the exponential phase and into the 
start of  the  stationary phase  (Figure 4.4 and Figure 4.5) which  is expected as  toxin gene 




of  7  hours.  Nevetheless  the OD  continued  to  increase  over  the whole  sampling  period 
(Figure 4.14). The slow growth from the Basal medium growth curve can be explained with 
reference to the vaccine production experiments (Charlton et al., 2007). When B. anthracis 




as nutrient  limitation, especially amino acid  starvation, becomes apparent.  It  is  the RelA 
protein that catalases the biosynthesis of the (p)ppGpp effector molecules. The deletion of 
the RelA gene  in B. anthracis has shown  that  the accumulation of  the effector molecules 





production  as  nutrient  levels  are  certainly  low  (Chartlon  et  al.  2007)  and  the  stringent 
response  should  be  triggered  by  the  degradation  of  amino  acids  for  a  carbon  source. 
Sporulation  and maximal production of  toxins both occur during  entry  to  the  stationary 
phase. Although mutually exclusive, both seem dependant on a trigger related to nutrient 
limitation.  This  intriguing  characteristic  could  be  related  to  the  basal media  used  and  it 
would be interesting to investigate why sporulation seems to be delayed. 
 
Growth  in  basal  medium  also  showed  an  unusual  OD  peak  at  17  hours  which  was 
reproducible  in  all of  the  triplicate  curves  (Figure  4.14).  This peak  at  17  hours  could be 
explained by the presence of spores interfering with the OD readings but it is questionable 
whether this type of interference would be reproducible with very similar OD readings. The 
vaccine  production method  has  showed  that  sporulation  is  delayed  and  does  not  occur 
until much later in the growth curve so this explanation seems unlikely. It could be related 
to the switch of metabolism in the bacteria to use a new carbon source in the media. Viable 
cell  counts  using  the  plating method  could  be  used  to  determine  if  these OD  increases 
reflected  actual  cell  growth  some  kind  of  artefact  such  as  extra  cellular  polysaccharide 




The  growth  curves  in  these media  show  a  clear  difference  in  the  final  OD600nm  values 
achieved. As expected there  is a clear reduction  in  final biomass  in more nutrient  limited 
medium.  Phosphate  limitation  in  the  CDM  20 medium  also  clearly  limits  final  biomass 
production.  For  example    a  decrease  from  an  OD600nm  of  3.3  in  the  3.2mM  potassium 
phosphate to 1 and then 0.5  in the 0.04mM and 0mM potassium phosphate respectively. 
Not  surprisingly  the  lower  nutrient media  have  longer  generation  times  of  100 minutes 
compared to 42 minutes in BHI.  
 










RT‐PCR  analysis was  normalised  against  B.  cereus  grown  in  BHI  broth  thus  increases  or 
decreases  in  mRNA  levels  are  in  direct  comparison  to  growth  in  a  nutrient  rich 
environment. BHI broth provides the bacteria with no nutrient limitations during lag phase 




similar  (Figure  2.15). One may  have  expected  this  to  be  the  case  because  of  the  close 
genetic relationship between these two bacteria. Conversely however gene regulation has 
been  shown  to  be  significantly  variable  between  these  bacteria.  For  example  the 
acquisition of atxA and loss of plcR in B. anthracis has radically altered expression of genes 
involved  in  virulence  relative  to B.  cereus.  These  results  suggest  that  the metabolism of 
poly  P  is  a  conserved  function  in  the  B.  cereus  group,  and  part  of  the  bacteria’s  core‐
housekeeping activities.  
 
The most  notable  difference  in  gene  expression was  the  increase  in  ppk,  ppx  and  pap 
during exponential phase when grown in CDM 20 0mM potassium phosphate (Figure 2.15). 
During exponential phase,  levels of PAP mRNA are higher than ppx and ppk. This suggests 
that  the phosphate groups  from poly P are  likely being used  to generate ADP  from AMP.  
Levels of  ppx  are higher  than  ppk which  also  indicates  that poly  P  is being  catabolically 
metabolised, possibly  as a  source of energy. The  functions of ppx  and pap  could be  are 
complementary and may work together to release energy which could be used for growth,  
with  excess  phosphates  released  being mopped  up  by  pap  to  generate ADP  (which  can 
then be used in ATP production). In addition, ADP can also be used by ppk to re‐assemble 







higher  when  compared  to  a  high  nutrient  environment.  This  is  surprising  as  poly  P  is 
thought to be strongly linked to the stringent response and stressful environments. During 
stationary  phase we would  expect  to  see  the  activation  of  the  stringent  response  and 
production of  (p)ppGpp effector molecules which  in  turn  inhibit  the activity of ppx. This 
would result  in an accumulation of long chain poly P synthesised by the constant levels of 
the ppk enzyme. Results  from  this study suggest  that  the expression of all  three genes  is 
lowered during stationary phase but  that  the highest expression  levels are  from pap and 




the  break  down  down  of  existing  poly  P.  Overall,  this  combination  of  gene  expression 
focuses on the storage of phosphate molecules which would be expected during stationary 
phase. 
During  the  lag phase, ppx shows  the highest  levels of mRNA suggesting  that ppx has  the 










Although previous  research has  shown  that  the  stringent  response  in B. anthracis  is not 
required for virulence (van Schaik et al., 2007) there could still be a relationship between 
poly P accumulation and the production of the toxins which are produced at the same time 
during  stationary  phase.  These  studies  could  be  continued  looking  into  the mRNA  gene 







with  environmental  amoebae  such  as A.  polyphaga.  Interactions  between  these  species 
have not been analysed fully. 
Previous studies with B. cereus vegetative cells have shown  that  they can be eaten by A. 
polyphaga  (de Moraes & Alfieri, 2008).  In  their natural  soil environment however,  these 
Bacilli will often  likely exist  in  their  spore  form which may provide greater  resistance  to 
being digested by the phagosomal enzymes. B. subtilis has been shown to show resistance 
to the amoeba Tetrahymena thermophila when  in  its spore form (Klobutcher et al., 2006) 
so  B.  cereus,  B.  thuringiensis  and  B.  anthracis  might  be  expected  to  show  a  similar 




is  strikingly  similar  to  the  respiratory  oxidase  burst  of  neutrophils.  This  led  to  the 
hypothesis  that  Bacillus  cereus  group  spores  may  also  respond  in  a  similar  way  to 
phagocytosis by amoebae.  In addition, several previous published studies have suggested 
that a normal ecological niche for B. cereus may be to exist as long filaments anchored onto 
























of  B.  thuringiensis.  B.  anthracis  Sterne  ASC  1  is  a  non‐pathogenic  strain  of  B.  anthracis 
which  is used  in the production of the B. anthracis vaccine. It  is the Sterne strain which  is 
characterised as pX01+ and pX02‐, so it is toxigenic but does not produce the immunogenic 
capsule. B. cereus ATCC 14579  is the type strain of B. cereus which has a fully sequenced 
and published genome  (Ivanova et al., 2003). B.  thuringiensis subs.  israelensis strain 4Q5 
has been cured of all plasmids except for the pBtoxis which encodes for all six of the toxins 
in this isolate (Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa, Cry11Aa, Cyt1Aa and Cyt2Ba)(Berry et al., 2002). B. 
thuringiensis  subs.  israelensis  strain 4Q7 has been  cured of  all plasmids. B.  thuringiensis 
subs.  israelensis  strain  4Q7gfp  is  the  same  4Q7  strain  but  labelled  with  a  construct 
expressing  the  green  fluorescent  protein,  allowing  it  to  be  visualised  by  fluorescence 
microscopy.  
 
B.  cereus  and  B.  thuringiensis  Q5,  Q7  and  Q7gfp  were  co‐cultured  for  24  hours  with 
Acanthamoeba  polyphaga  in  100%  PYG  (amoeba) medium,  10%  PYG  and  PBS. Ratios  of 
vegetative bacterial cells to amoeba cells were 100:1, 10:1, 1:1, 1:10, 1:100 as described in 
the methods. Incubations were performed at 8C, 18C, 25C and at 37C. In addition each 











the Bacilli, which were  both on  the base of  the plate  and  also  swimming  in  the  “water 
column” of  the medium.  In 100% and 10% PYG vegetative B. cereus and B.  thuringiensis 
could be seen to actively swim up to the amoebae and then attach onto their exterior. This 
was a very dynamic situation and difficult  to quantify. However  it was clear  that  in some 
cases  the  amoebae would  proceed  to  phagocytose  the  bacteria,  seen  by motile  Bacilli 
present  in  vacuoles  (See Video 5.1) while  in other  cases bacteria  remained  in place  and 
then  began  increasing  in  numbers  on  the  surface  of  the  amoebae.  Typically  clumps  of 
bacteria formed  in specific areas of the amoeba surface by the accumulation of attaching 
bacteria  (See Figure 5.1).  It was  less clear whether  the attached bacteria were  increasing 
their numbers by dividing  in situ.  It appeared  that  the bacteria were using chemotaxis  to 
seek out the amoebae, as  they would often change direction toward the amoebae. Once 





Figure  5.1  B.  cereus  and  Acanthamoeba  after  4  hours  co‐incubation  at  a  ratio  of  10:1 
respectively. A “microcolony” can be seen on the surface of the amoeba. (Red arrow). ൈ40 
magnification. 
Experiments with  the  non‐motile B.  anthracis  showed  that  during  early  interactions  the 
amoebae were actively predating  the vegetative  cells but on occasion, as  shown with B. 
cereus  and  B.  thuringiensis,  the  bacteria  would  seemingly  attach  and  increase  their 






at  different  temperatures  during  the  initial  interactions,  it was  clear  to  see  accelerated 
growth  at  25°C  and  37°C which was  expected  as  Bacilli  have  an  optimum  temperature 
between 25°C and 37°C. At  these  temperatures B.  cereus and B.  thuringiensis were also 
more  motile.  Conversely,  at  8°C  and  18°C  growth  was  very  limited  and  motility  was 
substantially reduced. 
There were a  lot  less  interactions  in PBS when compared to PYG media during the  first 4 









Acanthamoeba  in  the  100%  PYG  control  than  in  PBS.  The  B.  cereus  controls  showed 
bacterial  overgrowth  in  100%  and  10%  PYG  and  no  growth  in  the  PBS  control.  Some 









The  results  from  the  8°C  co‐incubations  showed  very  little  growth  of  the  vegetative 
bacterial cells of all Bacillus strains, and in addition some of the amoebae had formed cysts. 
There were very  few,  if any vegetative bacterial cells  (of any strain) able  to persist when 
challenged with amoebae at  this  temperature. At  the  lower  ratios of 1:1, 1:10 and 1:100 






















Results  from co‐incubation assays using  the more dilute 10% PYG or nutrient  free 1xPBS 
proved to be more revealing regarding our investigations into the interactions between the 
bacteria  and  amoebae.  In  10%  PYG,  at  the  higher  ratios  of  100:1,  and  10:1  bacteria  to 
amoebae,  the  Bacillus  again  could  be  seen  to  outgrow  the  amoebae  and  specific 
interactions  could  not  be  visualised.  Large  clumps  of  bacterial  growth  could  be  seen  in 













Figure 5.3. Clumped bacterial  growth  in  a  spiralling  structure  (red  arrows).B.  cereus  and 
Acanthamoeba polyphaga at 10:1 bacteria to amoebae in 10% PYG. ൈ 20 magnification.  
 
Importantly,  at  the  lower  ratios, 1:1  and 1:10 bacteria  to  amoebae,  cellular  interactions 
could  be  studied more  easily.  The  Acanthamoeba  could  be  seen  grazing  on  the  Bacilli, 





















bacterial  growth when Acanthamoeba was  also  present  after  overnight  incubation.  This 



























ropes, and  indeed  in many cases  the amoebae could be seen moving over  the surface of 
these  structures.  In  any  one  co‐culture  not  all  the  Bacilli  formed  ropes,  and  attached 
microcolonies in addition to many single motile cells were also still present in these cases. 
This  indicates  that  these  bacteria  are  capable  of  complex  stociometric  developmental 
switches,  with  different  sub‐populations  within  a  clonal  culture  presuming  strikingly 
different phenotypes. It should be noted that these rope‐like structures were formed by all 
the strains used in these experiments including B. anthracis. These data are not shown due 



























the Acanthamoeba where  they  then began  to grow as  long  filaments. Germinated Bacilli 
and  spores  could also be  seen  in  the vacuoles of  the amoebae.  It was not  clear  if  these 























Figure  5.8.  Germinated  B.  cereus  in  vacuoles  of  amoeba  (red  arrows).  B.  cereus  and 
Acanthamoeba  at  ratio 10:1 bacteria  to  amoebae  in 10% PYG  37°C  after 3 hours of  co‐
incubation. ×40 magnification. 
 
After 5 hours  incubation at 37°C  some of  the Bacillus  filaments became very  long. Some 
were attached to the amoebae while others remained free in the media. See Figure 5.9. In 
many cases it was possible to see Acanthamoeba cells presumably attempting to graze on 
these  filamented Bacillus  cells.  In  the  cases of  the  shorter  filaments  (cell  lengths of  less 


































































There  was  an  increased  incidence  of  filamentation  and  rope  formation  or  germinated 
spores  at  the  lower  ratios  of  bacteria  to  amoebae;  specifically  1:10  and  1:100.  These 
filaments were present predominantly at 25°C and 37°C and in all media. 
 
While  it was possible  to watch  the  formation of  ropes  from  filamenting  vegetative  cells 
using  time  lapse  microsocopy,  we  nevertheless  used  fluorescent  microscopy  of  B. 
thuringiensis Q7gfp to demonstrate that the rope‐like formations were indeed bacillus. See 
Figure 5.11. The ropes formed in Figure 5.11 were the result of an overnight co‐incubation 






























germinating bacteria we used  Scanning Electron Microscopy  (SEM). We used  samples of 
Acanthamoeba  co‐incubated with B.  cereus  for 24 hours at 25°C  in 1x PBS.  It  should be 







overnight. We were  not  able  to  say  if  the  germination  occurred  inside  the  amoebae  or 
outside. Repeated time  lapse microscopic analysis did not allow us to determine this. We 





classical biofilm. Some of  the amoebae  could be  seen  to be producing what  looks  like a 
phagocytic cup in attempts to engulf the vegetative cells via phagocytosis (see Figure 5.14). 
Filamented B. cereus could also be seen in association with the Acanthamoeba often at 5 x 






































































Overnight  co‐culture  assays  performed with  spores  (of  all  strains)  in  10%  or  100%  PYG 
could not be analysed due to germination and overgrowth by the bacteria, obscurring close 
observations.  In attempt  to  reduce  this overgrowth we  supplimemted  the medium of B. 
cereus  and  B.  thuringiensis  spore  co‐incubations  with  the  antibiotic  gentamycin,  which 
should inhibit all germinating extracellular bacteria. This significantly reduced the numbers 
of unattached bacteria and after 3 washes  in 1xPBS  the healthy amoebae with attached 





yet  appeared  healthy  and  remained  highly motile  (See  Video  5.4). When  analysing  the 
Acanthamoeba at × 40 with a  light microscope  it was  impossible to differentiate whether 
the bacteria were free in the cytoplasm or contained within the membrane bound vesicles. 
It should be noted that these B. cereus and B. thuringiensis cells were highly motile within 
the  amoebae  cytoplasm  and  several  occasions  vegetative  cells  were  seen  exiting  the 
amoebae  and  swimming  away.  Real  time  microscopic  analysis  suggested  that  some 
bacteria  could end up  in what  appeared  to be  large  clear  food  vacuoles while others  in 




Transmission Electron Microscopy  (TEM) was utilised  for a detailed analysis of  the exact 
location of the bacteria within the amoebae.  Samples were prepared from an overnight co‐
incubation  with  B.  cereus  spores  and  Acanthamoeba  at  a  ratio  of  1  bacterium  to  10 
amoebae in 10% PYG at 25°C.  In order to remove some of the unassociated single bacterial 
cells  from  the  overnight  incubation,  the  amoeba  were  subjected  to  3  gentamycin 
treatments in the micoplate well before proceeding to fix for TEM preparation. These data 
from the TEM preparations suggested that the majority of Bacillus were contained within 
















Figure 5.17. TEM of Acanthamoeba  full of B.  cereus after an overnight  co‐incubation. B. 
cereus can be seen contained within vacuoles/vesicles (red arrows).  
 
We  also  prepared  some  TEM  samples  from  B.  cereus  spore  and  Acanthamoeba  co‐
incubations for analysis after 4 hours in PBS. Co‐incubations were set up with a ratio of 10 
bacteria to 1 amoeba in order to increase the likelihood of interactions for analysis. These 
samples  did  not  need  the  gentamycin wash  as  there was  very  limited  bacterial  growth 
present. These data presented some interesting results for analysis. In some TEMs we could 
see  the external attachment of bacterial  spores on  the  surface of amoebae and also  the 






Figure 5.18 TEM of Acanthamoeba and B.  cereus after a 4 hour  co‐incubation  in PBS. B. 
cereus spores can be seen contained within a vacuole/vesicle (blue arrow). B. cereus spores 









Previous  images  show  germinated  B.  cereus  cells  (Figure  5.18  and  5.19),  however,  this 
germination is only from a snapshot in time and there is no conclusive evidence to support 
germination  within  the  vacuole  as  the  Bacillus  could  have  been  phagocytosed  after 
germination was  initiated. Conversely, some  images suggest  that  the spore could well be 
preparing  to germinate by shedding  it’s outer spore coat. Figures 5.20 and 5.21 show an 


























to  growth  in  a  variety  of  media  concentrations,  diluted  with  PBS  and  examined 
microscopically.  Cultures  were  grown  using  the  same  static  25  well  experiment  plate 
conditions.  In  most  previous  published  experiments  Bacillus  sp.  are  typically  grown  in 
shaking  cultures  to  optimise  distribution  and  aeration  however,  in  these  experiments 































rope‐like  formation  seen  in  the  lower media concentrations. At 50% and 100%  (data not 
shown)  the majority of cells existed as single cells with only  limited  filamentation and no 
rope like growth present. These observations suggest that the limitation of nutrients during 
growth  may  lead  to  increased  cell  elongation.  As  expected,  overall  bacterial  growth 
increased in density comparatively with the increased percentage of L broth in the media. 
 
Experiments with vegetative cells gave  slightly different  results even  though both  spores 
and vegetative cells were added at the same densities in each experiment. 
 






































These experiments also revealed  the presence of rope‐like structures  forming as  the PYG 










When comparing  the growth of spores  in  the PYG dilutions, we observed  that  increasing 
the PYG in the media gave rise to clumped growth. Filamented growth was also present but 
















When  inoculated with  spores we  saw  filamentous  growth  throughout  the  range  of  PYG 
concentrations.  Rope‐like  structures  could  be  more  clearly  defined  in  the  lower 
percentages  of  PYG up  to  1‐25%  after which  the bacterial  growth  could  still  seen  to be 
filamented but often in dense clumps. 
 
B.  cereus growth  in basal media gave  interesting  results. There was no B.  cereus growth 
visible  in 1% Basal medium  inoculated with  spores or vegetative cells compared  to  the L 
broth,  and  PYG  in  which  there  was  at  least  limited  growth.  None  of  the  spores  had 
germinated or outgrown in the 1% media suggesting there is not enough nutrients present 
at  this dilution of Basal medium. There was very poor growth  in  the 10% Basal medium, 
growth that was present occurred as long filaments and virtually no “normal” length rods. 

















Figure  5.26.  Filamented  B.  cereus  growth  in  basal  media  (red  arrows).Inoculated  with 
spores  and  statically  incubated  at 25°C  for 24 hours. A, 10% Basal, B,25% Basal, C, 50% 
Basal, D, 100 % Basal, E, 100% Basal. 20 x magnification. 
 
The B.  cereus vegetative  cells also produced very  low  levels of growth  in basal medium. 















of  incubation  at 25°C. Very poor  growth was  seen  in 25%  and 50% basal medium  all of 






Our previous  findings  confirmed  that Bacillus  spores  could germinate  in  the presence of 
Acanthamoeba even in nutrient free 1xPBS. In addition we saw increases in the numbers of 









Figure  5.28.  Germination  of  B.  cereus  spores.  A.  B.  cereus  spores  in  PBS  alone.  x  20 
Magnification  B.  B.  cereus  spores  in  PBS with Acanthamoeba.  x  20 Magnification    C.  B. 
cereus spores in PBS with Acanthamoeba supernatant. x40 magnification. 
In order  to  test  if  the presence of  live  amoebae  cells  is  required  for  the  germination of 
spores or  the maintenance of vegetative cells we  incubated amoebae  in 1xPBS overnight 
and then took the supernatant and added 100µl  into each well of spores and PBS. The B. 




























These  results  suggest  that  the  product  that  the  spores  are  utilising  consists  of  small 
molecules and not large complex proteins. Mass spectrum analysis of molecules present in 
PBS  supernatants  from overnight Acanthamoeba  incubations  show a  range of molecules 
sizes (data not show). The nature of these molecules remains obscure.  It should be noted 
that  B.  cereus  appeared  to  grow  to  a  higher  cell  number when  co‐incubated with  the 
amoebae  rather  than  the  supernatant  (data  not  shown).  This  is  presumably  because  by 










Phagocytosis  inhibitors  have  been  used  previously  to  study  the  uptake  mechanisms 
involved in the life cycle of Legionella and A.  castellanii (Declerck et al., 2007). By inhibiting 
different  modes  of  phagocytosis  the  mechanism  of  uptake  for  B.  cereus  spores  and 




phagocytosis  of  different  protozoa.  Cycloheximide  inhibits  eukaryotic  protein  synthesis 
(Declerck et al., 2007) by  interfering with  the  translocation step  in protein synthesis.  It  is 
commonly used in in vitro studies as it is highly effective and its effect can be reversed by 
removing  it  from  the  culture medium.  Cyctochalasin  D  inhibits  actin  polymerisation.  It 
disrupts actin microfilaments and activates the p53‐dependent pathways causing arrest of 
the  cell  cycle  at  the  G1‐S  transition  which  would  inhibit  any microfilament  dependant 
phagocytosis  in  amoebae  (King  et  al.,  1991).  Methylamine  is  an  inhibitor  of 
transglutaminase  a  plasma  membrane  enzyme  involved  in  the  aggregation  of  ligand‐
receptor  complexes  and  is  required  for  receptor‐mediated pinocytosis  in  fibroblasts  and 
macrophages  (Teshigawara et al., 1985). Bafilomycin A1  is a specific  inhibitor of vacuolar 
type H+ATPasewhich can also be used to look at the effect of acidification on the vacuole by 
halting the acidification of the phagosomal vacuole (Lamothe et al., 2004). If the vacuoles 





hour  treatment with  3  different  uptake  inhibitors.  By  treating  the  Acanthamoeba with 
uptake  inhibitors  which  effect  different  aspects  of  the  phagocytic  process  the  actual 
mechanisms  involved  can  be  studied  in  more  detail.  Amoebae  were  exposed  to  the 






60  amoebae  per  assay.  This was  repeated  3  times  and  data was  collated  and  analysed. 






than  the  more  typical  gentamycin  intracellular  protection  assays  because  of  problems 
associated with spores. Essentially the spores are very sticky and will adhere to the plastic 






statistical  test was  therefore employed  to  compare  the  treated  and untreated  amoebae 
uptake counts.  
 




the  untreated  amoebae  (median  of  4  spores  and  median  of  3  spores  per  amoeba 
respectively; p value of <0.001). 






























Comparison of B. cereus spore uptake on untreated and treated Acanthamoeba
 
Figure 5.30. B. cereus spore uptake of the untreated amoebae compared to treatment with 
uptake  inhibitors  Cytovhalsin  D,  Methylamine  and  Cycloheximide.  Bafilomycin  is  also 
shown  to  show  the effect of  reduced acidification of  the amoebal  vacuoles. Cross hatch 
shows the mean of each set of data. 
 
Table  showing  levels  of  significance  for  untreated  amoebae  compared  to  the  different 
amoeba treatments for spore uptake: 
 











































Comparison of B. cereus vegetative cell uptake on untreated and treated Acanthamoeba
 
Figure  5.31.  B.  cereus  vegetative  cell  uptake  of  the  untreated  amoebae  compared  to 
treatment  with  uptake  inhibitors  Cytovhalsin  D,  Methylamine  and  Cycloheximide. 
Bafilomycin  is  also  shown  to  show  the  effect  of  reduced  acidification  of  the  amoebal 
vacuoles. Cross hatch shows the mean of each set of data. 
 
Table  showing  levels  of  significance  for  untreated  amoebae  compared  to  the  different 
amoeba treatments for vegetative cell uptake: 








When  comparing  the  levels  of  internalised  bacteria  between  the  B.  cereus  spores  and 
vegetative cells it is clear that more spores were phagocytosed than vegetative cells. When 


























































































Comparison of B. cereus spore and vegetative cell uptake on untreated and treated Acanthamoeba
 
Figure  5.32.  Comparison of  uptake  rates  of B.  cereus  vegetative  cells  and  spores  of  the 
untreated amoebae  compared  to  treated amoebae with uptake  inhibitors Cytovhalsin D, 
Methylamine and Cycloheximide. Bafilomycin  is also shown to show the effect of reduced 










No treatment  Cytochalasin D Methylamine Cycloheximide  Bafilomycin




Bafilomycin  treatment of  amoebae  either  significantly  increased  the uptake of B.  cereus 
spores  or  increased  the  survival within  the  vacuoles when  compared  to  the  untreated 
amoebae. 
 




showed  a  significantly  reduced  rate  of  phagocytosis  when  compare  to  the  untreated 











have  used  protozoa  as  an  evolutionary  “training  ground”  to  develop  virulence  in 
mammalian cells such as macrophages (Molmeret et al., 2005, Barker & Brown, 1994). 
These important connections between mammalian cell survival and survival from amoebal 
predation  led to our  investigation of amoebal  interactions with B. cereus, B. thuringiensis 
and B. anthracis. B. anthracis can clearly survive phagocytosis by macrophages during the 
anthrax  infection  process.  It  has  been  shown  to  survive  intracellularly,  germinate  and 
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escape  from  the macrophage  for  further  dissemination  around  the  host  (Guidi‐Rontani, 
2002, Dixon et al., 2000).  
 
A  limited  investigation  on  B.  cereus  and  Acanthamoeba  polyphaga  has  recently  been 
published (Huws et al., 2008). In these studies  it was found that B. cereus vegetative cells 
were  not  able  to  survive  and  replicate  within  Acanthamoeba  polyphaga.  Bacterial  cell 
numbers decreased significantly over a period of 72 hours in the presence of the amoebae 
when  compared  to  cell  counts  from  controls  in  the  absence  of  amoebae.  The 
Acanthamoeba  polyphaga  showed  to  increase  in  numbers  when  co‐incubated  with  B. 
cereus.  These  data  indicate  predation  of  the  bacterial  cells  by  the  amoebae.    Results 
present in this project, do show that Acanthamoeba can graze on the vegetative forms of B. 
cereus. Video footage has shown the Bacilli being engulfed and then digested within food 
vacuoles of  the Acanthamoeba  (See Video 5.1). As seen by  the TEM  images,  tens of cells 
can be present  in one vacuole. Nevertheless we have also seen B. cereus vegetative cells 
persisting inside amoebae for long periods, apparently not in the large clear food vacuoles 
and  showing  very  high motility within  the  cell.  TEM  analysis  suggest  these may  also  be 
within  vesicles  although  this  is not  clear  and  requires  greater  study. We have  also  seen 
vegetative cells emerge from amoebae and swim away.  
 
At  higher  concentrations  of  bacteria,  the  vegetative  Bacilli  can  be  seen  to  chemotact 
toward the amoebae, attach onto the surface and then grow  in micro‐colony  like clumps, 
much  like  that  seen by B. anthracis when grown with macrophages  (Dixon et al., 2000).  
These observations were not discussed by Huws et al. along with the unusual growth of B. 
anthracis,  B.  cereus  and  B.  thuringiensis  in  very  large  filamented  forms  when  in  the 
presence of the amoebae.  
It is known that Bacilli can grow in chains (Turnbull, 2002b), however, at x 40 magnification 
and  SEM  these  very  long  filamented  Bacilli  certainly  did  not  show  any  suggestion  of 
septation,  that  is  separate  cells  attached  as  chains,  neither  do  they  show  signs  of  cell 
division occurring. The  images present a smooth continuous filament with no regular  light 
or  surface  distortion.  Furthermore,  real  time microscopic  analysis  played  back  at  higher 





B. anthracis grows  in a  filamentous manner  in  the  rhizosphere of grass plants, but again 
however,  their descriptions  indicate  that  the Bacilli grew  in chains of single cells not one 
elongated cell without any signs of cell division (Saile & Koehler, 2006). We did attempt to 






been  suggested  as  a  defence  mechanism  to  avoid  predation  from  protozoa  (Matz  & 





more  likely  to  adhere  to  a  solid  surface where  it  can  be  grazed  upon with  ease  by  the 
predatory  amoeba.  However  in  addition  to  these  effects  we  also  see  stable  surface 




et  al.,  1999).  It was  found  to  grow  in  a  filamentous  form  independently  from  stressful 
conditions  when  under  predation  from  Ochromonas  sp.  However,  the  grazing  of  the 
flagellate Ochromonas positively  influenced  the growth of  the  filamentous phenotype by 
increasing growth rates and  indirectly stimulating filamentation (Hahn et al., 1999). These 










at different  temperatures. Due  to  the close  relationships between B. anthracis, B. cereus 
and  B.  thuringiensis  it  is  not  surprising  that  all  three  strains  have  shown  this  growth 
characteristic. It is possible that the filamentation phenotype might be triggered by several 
possible  environmental  cues.  One  common  factor  in  all  our  assays  was  the  growth  of 
bacteria  in  static  conditions.  We  suggest  that  these  conditions  would  lead  to  micro‐
aerophillic environment, especially when  the  free oxygen  is being used by both bacteria 
and amoebae.  
A  close bacterial  relative  that has been  studied  in detail exhibiting  the unusual  rope‐like 






as  they  are  unable  to  rotate  during  growth  (Mendelson,  1982).  This  causes  a  simple 





required  for  the  formation of macrofibers,  as  the  suppression of  cell division blocks  the 
assembly of  flagella rendering  the bacteria non‐motile  (Fein & Rogers, 1976) which helps 
support the findings of macrofiber production from all strains used within this project. 
 
The  study  of  macrofibers  has  shown  that  they  start  from  a  single  filament,  gradually 
forming  a  helical  thread  and  developing  into  a more  complex macrofiber.  It  has  been 
shown that regardless of the growth conditions straight cells are always produced as well 
as the elongated helical cells (Mendelson, 1976). Mendelson (1990) states that intercellular 






Bacillus  cereus  has  been  connected  to  some  unusual  filamentous  growth  within  the 
intestines of invertebrates (Margulis et al., 1998). These findings have been suggested to be 




they are closely related  to group 1 Bacilli. This  filamentous growth by B. cereus occurs  in 
the  intestines of  animals and  insects where  the endospore  forms  attachment  fibres  and 
latches on to the epithelium, to protists, trichomycete fungi or to other intestinal substrata 
that prevent defecation by peristalsis (Margulis et al., 1998). The attachment to protists is 
an  interesting  finding  as  in  these  experiments  the  B.  cereus  cells  were  often  found  in 
association  and  attached  the  to  surface of  the  amoeba. We  suggest  that our  assays  are 
mimicking  the  natural  microaerophillic  conditions  inside  invertebrate  guts  and  the 
amoebae are presenting a substitute for the epithelial cells or other protist residents of the 
gut. 
This Arthomitus  stage  of  growth may  be  a  common way  of  how  this  group  of  bacteria 





species.  If  the B.  cereus  group  can  form  a  stable  association within  invertebrate  guts  as 
Arthromitus,  they can pass spores out  from  their distal ends while  the  insect  is alive and 




the medium  (personal communication). These  small white  filaments are very  likely  to be 
the  production  of  these  macrofibres  as  seen  by  B.  cereus  in  natural  culture  in  Basal 
medium.  This  type  of  growth  has  never  been  investigated  so  the  effect  of  this  type  of 
growth  on  the  production  of  the  vaccine  is  unknown,  although  the  method  has  not 






in  their  spore  form  due  to  the  constant  exposure  to  adverse  environmental  conditions. 
Therefore  it  seems  logical  to  assess  the  interactions  between  amoebae  and  B.  cereus 
spores  at  lower  temperatures  reflecting  that  of  a  more  common  environment.  When 
spores of B. cereus were engulfed by A. polyphaga, digestion in the food vacuoles was not 
apparent and on occasion  the  spores were even  seen being expelled  from  the amoebae 
vacuoles back  into  the surrounding media.  In  these cases  it was not known  if  the spores 
remained viable however. The bacterial spore coat is extremely well built for the protection 
of  the  bacteria  from  adverse  environmental  conditions.  It  is  possible  therefore  that  the 
spore  coat  can  also  protect  the  bacteria  from  the  amoebal  digestion  system.  A  similar 
finding  has  recently  shown  that  the  B.  subtilis  spore  coat  is  resistant  to  the  lysosomal 
enzymes  when  ingested  by  the  protozoa  Tetrahymena  thermophila  (Klobutcher  et  al., 
2006).  Survival  of  B.  subtilis  spores  in  co‐culture  with  Tetrahymena  thermophila  were 
compared using strains of wild type B. subtilis and B. subtilis mutants containing spore coat 
defects.  The  B.  subtilis wild  type  showed  to  be  phagocytosed  but were  not  digested  or 
killed. The  spore  coat mutants were phagocytosed, digested and killed  leaving  the outer 
“rind” of the spore thus supporting the growth of the Tetrahymena. 
 
We were  not  able  to  directly  prove  and  image  germination  inside  the  amoebae  in  this 
study. Although certain TEM images and overnight incubations of co‐cultured amoebae and 





Acanthamoeba.  Results  also  showed  that  limited  germination  and  outgrowth  occurred 
when  spores  were  incubated  in  PBS  in  the  presence  of  the  supernatant  from  an 
Acanthamoeba culture. Growth was more substantial when cultured in the presence of the 
amoebae  as  the  amoebae  secreted/excreted  product(s)  utilised  by  the  Bacillus  were 
presumably being continually replenished whereas a specific amount of supernatant added 








released  by  the  amoeba  and  in  return  are  occasionally  consumed  by  the  amoeba.  This 
“cellular  farming” may  be  an  example  of  a  precursor  of more  tightly  evolved  complex 
symbiotic  associations  between  bacteria  and  eukaryotes.  Conversely  depending  on  the 
prevailing conditions  the bacteria seem able  to evade phagocytic destruction by  invading 
the  cytoplasm of  the bacteria. Under other  conditions  the amoebae  seem  to be able  to 
wipe  out  the  bacteria  by  over  grazing.  A  complex  situation  of  factors  such  as  nutrient 
availability and relative cell numbers seems to govern the outcome of the interactions and 
while  this  is  clearly  an  excellent model  system  will  require  significant  further  work  to 
unravel.  
 
Germination  of  a  Bacillus  spore  requires  the  combination  of  monovalent  cations  and 
nutrient  germinants  (Foerster  &  Foster,  1966).  It  has  been  shown  that  the  size  of  the 
molecules  involved  in  the  germination  of  the  Bacillus  spores  are  <5kDa  which  would 
suggest  that  small molecules/ions  such as monovalent  cations are  causing  the  spores  to 
germinate.  These  are  likely  to  have  been  secreted/excreted  by  the  amoebae  into  the 
surrounding media. The germination of a Bacillus spore starts from the rehydration of the 
inner  membrane  which  resumes  the  permeability  and  ion  fluxes  and  restarts  the 
movement  of  cations  across  the  spore membrane.  Then  follows  the  degradation  of  the 
peptidoglycan  of  the  spore  cortex  and  coat  layers.  After  ATP  synthesis  and  oxidative 
metabolism  have  begun  the  DNA  complexing  small  acid‐soluble  proteins  are  degraded 
which are used as a source of amino acids for continuing the spore outgrowth (Moir et al., 
2002). Once this process has been initiated the cascade is likely to complete through to the 





some  interesting  results. When  looking at  the uptake of B.  cereus  spores,  the  treatment 
with  cycloheximide  showed  a  significant  decrease  in  phagocytosis  levels.  Cycloheximide 
inhibits  eukaryotic  protein  synthesis  (Declerck  et  al.,  2007)  by  interfering  with  the 
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translocation  step  in protein  synthesis. By blocking  this  in Acanthamoeba, endocytosis  is 
stopped and therefore uptake of cells by endocytosis would not be able to continue.  It  is 
interesting however  that some bacteria are still  found within  the vacuoles even with  this 
treatment suggesting  that  the amoebae are not  totally sensitive  to  this drug. Treatments 
with Cytochalasin D and Methylamine show no significant reduction in uptake of B. cereus 
spores. This  suggests  that  the  spores are not phagocytosed by microfilament‐dependant 
phagocytosis or receptor mediated endocytosis. Alternatively the Acanthamoeba pathways 
may  be  diverged  sufficiently  for  these  drugs  not  to  function.  B.  anthracis  spores  are 
phagocytosed by macrophages  in the presence of PA antibodies. B. anthracis spores have 
been  found  to  use  receptor  based  phagocytosis  to  enable  entry  into  professional 
phagocytes.  The  integrin  Mac‐1  is  essential  for  the  recognition  of  the  B.  anthracis 
exosporium protein BclA  for phagocytosis  into the macrophage  (Oliva et al., 2008). These 
experiments should be performed with B. anthracis spores to see if the cytochalasin D and 





the  motility  of  the  vegetatvive  cells  enabling  them  to  avoid  phagocytosis;  filamented 






















is  a  crude  and  simple procedure  that  hasn’t  changed  in many  years.  Side  effects of  the 
current vaccine can be substantial sometimes resulting  in  illness  leading to days off work. 











optical  density  is  not  useful  if  the  bacterial  biomass  production  switches  to  the  fungal 
hyphal  like  forms  represented  by  the  Macrofibres.  This  growth  dominated  over  the 
“normal”  short  distinct  rod  shaped  bacteria when  grown  in  basal medium which would 
surely have an important role in the types of protein expressed in this environment. It has 
been noted that B. anthracis does form small “spindles” of growth which are visible to the 
naked eye  (similar  to macrofibre experiments during  this  study) during  the  incubation  in 









of  B.  anthracis  in  production  for  the  vaccine,  it would  be  far more  revealing  to  use  a 




A microarray could  focus  in on  the genes  required  for macrofibre growth and distinguish 
any  similarities  between  this  form  of  growth  and  the  production  of  biofilm within  the 











basics  of  physiology  under  the  microscope?  Our  real  time  microscopic  studies  of  the 
interactions of  these bacteria with one  amoeba  species has made  it  clear  that  they  can 
form several unique developmental morphologies or stages. These include (i) single motile 
rods; (ii) cell‐attached single rods; (iii) intracellular single rods, (iv) large attached or motile 
filaments;  (v)  large multi‐filamented macrofibres  and  (vi)  spores.  The  biotic  and  abiotic 
factors and the genes responsible that trigger the transitions between these stages in most 
cases  require  elucidation.  The  ecological  implications  of  this  diverse  behaviour  is  also 
important  when  considering  monitoring  the  impacts  of  spraying  large  quantities  of  B. 







are  formed. The reasons as  to why  they  form and  the environmental  factors  that  initiate 
the stimulation of the elongation of the cells is an area of research that could certainly be 
exploited in future endeavours.  
The amoebae  interactions performed  in this study used only one strain of amoeba and  it 
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8 Appendix 
Figure 8.1 Poster presented at the Bacillus ACT 2007 conference.   
 
 
